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Projekt: Ontwikkeling methoden voor het aantonen en bepalen van dier-
geneesmiddelen op niet microbiologische wijze 
Onderwerp: Bepaling van dimetridazol in vlees en eieren. 
Bijlagen: 5. 
Doel: 
Het bepalen van dimetridazol in vlees en eieren op residu niveau met 
behulp van hogedrukvloeistofchromatografie. 
Samenvatting: 
Met als uitgangspunt het ontwikkelen van een residu analysemethode via 
een simpele voorbewerking is getracht dimetridazol te bepalen in zowel 
vlees als eieren na voorzuivering op een lage druk normaal - phase 
kolom. Voor vlees voldeed dit goed. Bij eieren bleek de kolom snel te 
vervuilen waardoor slecht reproduceerbare resultaten verkregen werden . 
Daarom i s tenslotte voor een methode via vloeistof-vloeistofextraktfes 
gekozen . 
Conclusie: 
De ontwikkelde methoden bleken goed te voldoen op een niveau tussen 10 
ppb en 1 pprn . De onderste grens van aantoonbaarheid bedroeg 5 ppb. Het 
terugvindingspercentage bij vlees bedroeg > 95% en bij eieren > 85%. 
Verantwoordelijk: drs M.M.L. Aerts ~ 
Medewerker/Samensteller: W.M.J. Beek 
Projektleider: drs H.M.L. Aerts ~, 
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1. Inleiding 
Dimetridazol is een diergeneesmiddel dat gebruikt wordt tegen proto-
zoaire ziekten bij varkens en pluimvee. Dimetridazol is toegelaten als 
standaard gemedicineerd voeder voor varkens (450 ppm). 
Aangezien de verbinding mutageen en carcinogeen is wordt een wachtter-
mijn van 30 dagen aangehouden. Zowel het gebruik als standaard gemedi-
cineerd voer, als het gebruik bij legkippen kan aanleiding geven tot 
residuen in vlees/eieren. 
Tot op heden was binnen het RIKILT voor vlees en eieren geen analyse-
methode op residuniveau aanwezig(< 50 ppb). 
Er is getracht met behulp van de hogedrukvloeistofchromatografische 
analysetechniek een me thode te ontwikkelen op residuniveau voor zowel 
vlees als eieren. 







Wit bruingeel kristallijn poeder met een smeltpunt van 138°-141°C 
oplosbaar in alkohol, water en ether. 
Het absorptiemaximum ligt bij 309 nm in methanol e n 318 nm in aceto-
nitril. 
3. Beschikbare analysemethoden 
Voor de bepaling van dimetridazol in vlees en eieren op residuniveau 
zijn in de literatuur nauwelijks methoden beschikbaar (ref. 5/6). Er 
is een polaragrafische methode beschreven voor de analyse van een 
metaboliet van dimetridazol in varke ns vlees (ref. 2). 
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Dimetridazol is voornamelijk bepaald in voeders met diverse technieken 
zoals polarografie (ref. 1), spectroscopisch (ref. 3) en hogedruk-
vloeistofchromatografie (ref. 4). 
Na 1975 is de hogedrukvloeistofchromatografie in opmars gekomen en is 
nu ook de meest aangewezen techniek voor de analyse van dimetridazol 
op residuniveau . 
4. Ontwikkelen van een methode ter bepaling van dimetridazol in vlees 
en eieren 
4.1 HPLC 
De "reversed phase" hogedrukvloeistofchromatografie is de meest aange-
wezen techniek. De scheiding van dimetridazol op een kolom met C18 
materiaal bleek vrij moeilijk te zijn. Dimetridazol bleek in vele 
eluentia niet reproduceerbaar op te lossen. Een eluensmengsel van 0,25 
molaire kaliumdihydrogeenfosfaat en acetonitril bleek te voldoen. 
Hiermee kan dimetridazol reproduceerbaar geanalyseerd worden op een Cp 
Spher C18 (250 mm lengte x 4,6 mm ID) met een eluenssamenstelling van 
800- 200 0,25 ~~H2Po4-acetonitril met een elutiesnelheid van 1,5 
ml/min . De maximale absorptie van dimetridazol in het eluens bleek bij 
ca. 317 nm te liggen wat bepaald werd met een "diode array" detector . 
De analyse kan dan ook het best geschieden met een variabele UV detec-
tor bij 317 nm. Voor de bepaling van de lineariteit tussen con-
centratie en detectorsignaal werden oplossingen van dimetridazol in 
eluens geïnjecteerd met concentraties tussen 0,1 ]Jg/ml en 10 ]Jg/ml. De 
regressiecoëfficient bedroeg 0,99856 wat betekent dat een redelijke 
lineariteit gewaarborgd is. 
4.2 Extraktie 
4 . 2.1 Extraktie uit vlees 
Omdat dimetridazol goed oplosbaar is in dichloormethaan werd dit als 
extraktiemiddel gekozen . Emulsievorming e tc. is met dit oplosmiddel 
ook gering. De aanwezigheid van trinatriumfosfaat verhoogt de recovery 
(lit. 3). 
Ethylacetaat kan op residuniveau ook geschikt zijn als extraktiemiddel 
maar hiermee kwamen wel meer begeleidende stoffen in oplossing . 
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4.2.2 Extraktie in ei 
Voor eieren geldt dezelfde extraktieprocedure behalve dat na extraheren 
met dichloorrnethaan, natriumsulfaat werd toegevoegd zodat er een 
heldere oplossing werd verkregen. 
4.3 Zuivering 
4.3.1 !ulv~r1n~ ~a~ ~l~e~e~t~akt 
Voor de zuivering zijn in de literatuur enkele vloeistof-vloeistof-
extrakties aangegeven. 
Hier zijn lange extraktieprocedures voor nodig. De zuivering van het 
extrakt op een preparatieve silicagelkolom bleek goed uitvoerbaar. Het 
extrakt werd ingedampt tot droog, opgenomen in acetonitril en 
gezuiverd met hexaan. De acetonitrilfase werd ingedampt en het residu 
werd opgenomen in chloroform-methanol en geïnjecteerd op een 
Kieselgel-60 (240 x 10 mm) lage drukkolom. 
Het eluens was hetzelfde als het oplosmiddel . De fractie waar zich 
dimetridazol bevindt werd uitgevangen, ingedampt en opgenomen in HPLC 
eluens. 
Deze fase werd nogrnaals gezuiverd met isooctaan en daarna g~injecteerd 
op het isocratisch "reversed-phase" HPLC systeem. De zuiveringsproce-
dure verkorten door de stap acetonitril-hexaan extraktie weg te laten 
l everde problemen op omdat er dan teveel matrix op de lage drukkolom 
kwam en daarmede ook veel storende componenten in de HPLC analyse. 
4.3.2 !ulv~rln~ ~a~~i~x!r~k! 
De toegepaste zuivering van het extrakt, door uitvangen van een frac-
tie na elutie op een Kieselgelkolorn, bleek bij eieren niet toepasbaar. 
Onder invloed van de matrix verschuift de dimetridazolpiek zodanig 
naar het startpunt dat reproduceerbaar uitvangen niet mogelijk was. 
Naarmate meer monsters op de kolom gebracht werden, werd dit effect 
erger. De matrix " smurry" bleek t e absorberen aan het kolom-
vulmateriaal. 
Er werd daarom gezocht naar een andere zuiveringsmethode . 
De beste methodiek bleek te zijn het extract indampen tot droog . Het 
residu opnemen in acetonitril en zuiveren met hexaan. De acetonitril-
fas e indampen tot droog en het residu opnemen in ee n Trisbuffer van pH 
9,0 in aanwezighe id van kaliumchloride . 
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Deze fase zuiveren met hexaan en dan extraheren met dichloormethaan. 
Dimetridazol gaat over in de dichloormethaanfractie en deze fractie 
wordt ingedampt tot droog. 
Het residu wordt opgenomen in HPLC eluens en gezuiverd met isooctaan 
waarna analyse volgt op een !socratisch HPLC systeem. 
5. Bespreking 
5 .1 Recovery 
Met de genoemde procedures werd vlees en eieren onderzocht door 
bekende hoeveelheden dimetridazol te adderen aan blanco materiaal op 
10 ppb tot 1 ppm niveau. De resultaten staan hieronder vermeld voor 
vlees: 
Vlees (varken) 
Blanco vlees + 
Blanco vlees + 
Blanco vlees + 
Blanco vlees + 
Blanco vlees + 
Blanco vlees + 
Vlees (kip) 
Blanco vlees + 
Blanco vlees + 
Blanco vlees + 






























De gemiddelde recovery bedraagt 101% met een standaarddeviatie van 
17,9 . 
Voor eieren van leghe nne n werden de navolgende resultaten bereikt . 
Recovery (%) 
Blanco ei + 0 ppb 
Blanco ei + 9,75 ppb 98 
Blanco e i + 22 ppb 110 
8476.4 - 5 -
- 5 -
Recovery (%) 
Blanco ei + 65 ppb 108 
Blanco ei + 84,2 ppb 85 
Blanco ei + 334 ppb 84 
Blanco ei + 533 ppb 89 
Blanco ei + 720 ppb 90 
Blanco ei + 1013 ppb lOl 
De gemiddelde recovery bedraagt 96% met een standaarddeviatie van 
10, l. 
5 . 2 Identificatie 
Identificeren van dimetridazol in bekende en onbekende monsters is 
mogelijk met een diode array detector. 
Tot op 10- 15 ppb niveau is het mogelijk om door vergelijking van het 
absorptiespectrum dimetridazol te identificeren. 
Ook vergelijking van chromatogrammen opgenomen bij diverse golflengtes 
kan uitsluitsel geven. 
6. Conclusie 
De ontwikkelde methoden bleken goed te voldoen op een niveau tussen 10 
ppb en l ppm . De onderste grens van aantoonbaarheid bedroeg 5 ppb. Het 
terugvindingspercentage bij vlees bedroeg > 95% en bij eieren> 85%. 
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VLEES - BEPALING VAN DIMETRIDAZOL - HPLC 
1. Doel en toepassingsgebied 
De methode is geschikt voor de bepaling van dimetridazolresiduen in 
varkens- en kippevlees. De onderste grens van aantoonbaarheid bedraagt 
5 ~g/kg. De recovery bedraagt > 95i.. Het toepassingsgebied ligt tussen 
10 ~g/kg en 1 mg/kg. Identificatie met behulp van een diode array 
detector is mogelijk vanaf een concentratie van ongeveer 15 ppb. 
2. Principe 
Dimetridazol wordt met dichloormethaan in aanwezigheid van trinatrium-
fosfaat, uit het monster geëxtraheerd. Het extract wordt ingedampt en 
gezuiverd door vloeistof- vloeistofextraktie tussen acetonitril en 
hexaan~ De acetonitrilfase wordt ingedampt tot droog, opgenomen in 
chloroform en gebracht op een preparatief "normal phase'' systeem 
waarbij dimetridazol wordt uitgevangen. 
De uitgevangen fractie wordt ingedampt en opgenomen in RPLC eluens 
(0,25 MKH2Po4- Acetonitrilmengsel) en gezuiverd met isooctaan . 
De waterige fase wordt geanalyseerd op een "reversed phase" H-PLC 
systeem met UV detectie bij 317 nm. 
3. Reagentia 
Alle reagentia dienen van "pro-analyse" kwaliteit t~ zijn of van 
hogere kwaliteit indien vermeld. 
3.1 Acetonitril (b.v . Merck art. 3). 
3.2 Acetonitril, Lichrosolv kwaliteit (b.v . Herck art. 30). 
3.3 Chloroform (b.v. Merck art. 2445). 
3.4 n- Hexaan (b.v. Merck art. 4367). 
3.5 Kaliumdihydrogeenfosfaat .(b.v. Herck art. 4873). 
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3.6 Millipore water. 
3.7 Natriumsulfaat (b.v. Merck art. 664~). 
3.8 tri-Natriumfosfaat, 12.aq (b.v. Merck art. 6578). 
3.9 Methanol, Lichrosolv kwaliteit (b.v. Merck art. 6007). 
3.10 Dichloormethaan. 
3.11 Glasvezelfilter GFA (Whatman) d 15 cm. 
3.12 Isooctaan (b.v. Merck art. 4727). 
3.13 Trinatriumfosfaatoplossing, 5% 
Los 11,6 g trinatriumfosfaat.12.aq op in millipore water en verdun tot 
100 ml. 
3.14 Eluens "normal phase" 
Meng 30 ml methanol met 970 ml chloroform. 
3.15 HPLC eluens 
0,25 M KH2P04-Acetonitril 800-200. 
Los 34 g kaliumdihydrogeenfosfaat af in een 1000 ml maatkolf, los op 
en vul aan met millipore water en meng. Heng 800 ml van deze oplossing 
met 200 ml acetonitril (Lichrosolv). 
3.16 Dimetridazol (Rhone-Poulenc). 
3.16.1 Dimetridazol stamoplossing . 
Weeg precies ca. 50 mg op 0,1 mg nauwkeurig af in een 100 ml maatkolf. 
Los op in chloroform, vul aan en meng. 
3.16.2 Dimetridazoloplossingen 
Pipetteer 20,0 ml stamoplossing in een 100 ml maatkolf, vul aan met 
chloroform en meng (oplossing B; conc. 10 mg/100 ml). 
Pipetteer 10,0 ml van deze oplossing B in een maatkolf van 100 ml, vul 
aan met chloroform en meng (oplossing C; conc. 1 mg/100 ml). 
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Pipetteer resp. 25 en 10 ml in afzonderlijke maatkolven van 100 ml, 
vul aan met chloroform en meng (oplossing Den E; conc. 0,25 en 
0,1 mg/100 ml). 
Pipetteer resp. 50 en 10 ml van oplossing E in afzonderlijke 
maatkolven van 100 ml, vul aan met chloroform en meng (oplossing F en 
G; conc. 0,05 en 0,01 mg/100 ml)o 
4. Apparatuur 
4.1 Ultra-Turrax, met 18 N staaf. 
4.2 Rotatieverdamper (badtemperatuur ca. 40°C). 
4.3 Lagedruk chromatografisch systeem met UV detector (313 run), 2 ml 
loopinjectie en Lichroprep Si 60 (40-63 ~m) 240-10 mm kolom (Merck 
art. 10400). 
4.4 Hogedrukvloeistofchromatografische apparatuur met variabele UV 
detector met een ·cp Spher C 18 (250 x 4,6) 10 ~ kolom (Chrompack art. 
28512). 
4.5 Waterbad, badtemperatuur ca. 30°C. 
4.6 Vleesmolen (b.v. Moulinette). 
4.7 Stikstofstroom. 
4.8 Normaal laboratoriumglaswerk ~ 
5. Werkwijze 
5.1 Voorbewerking 
Maal het vlees fijn in een vleesmolen en weeg precies 50 g af in een 
bekerglas van 400 ml. 
5.2 Extraktie 
Breng achtereenvolgens 10 ml Si. trinatriumfosfaatoplpssing en 200 ml 
dichloormethaan in het bekerglas .. 
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Meng het geheel 3 minuten met een Ultra-Turrax en spoel de staaf 
hierna af met 2 maal 5 ml dichloormethaan. 
Filtreer de dichloormethaanfase over eE7n fi~ter (GFA) waarop zich ca. 
l't<l'b-jtJ 
50 g natriumsulfaat bevindt in een 500 ml ~olf. Herhaal de extrak-
tie nog twee maal met telkens 100 ml dichloormethaan en filtreer over 
het filter. 
Spoel alles na met 25 ml dichloormethaan. Damp de verzamelde dichloor-
methaanfase af op een rotatieverdamper totdat alle dichloormethaan is 
verdwenen. 
5.3 Zuivering I 
Los het residu op in 50 ml acetonitril en breng dit in een 250 ml 
scheitrechter met behulp van 100 ml hexaan. Sluit deze af en schud 30 
seconden en laat scheiden (ca. 5 minuten). 
Laat af in een indampkolf van 250 ml via trechter met wattenprop en 
ca. 10 g natriumsulfaat en spoel na met 2 ml acetonitril. 
Breng 5 ml dichloormethaan in de 500 ml indampkolf, zwenk en breng met 
behulp van 25 ml acetonitril over in de scheitrechter. 
Sluit deze af, schud 30 seconden en laat scheiden. 
Verzamel de acetonitrilfasen, spoel na met 2 maal 5 ml acetonitril en 
damp· af op een rotatieverdamper totdat· er een droog residu wordt 
verkregen. 
Damp eventuele resten acetonitril af met behulp van een stikstofstroom 
gedurende ca. 10 minuten. 
Neem het residu nu op in precies 5,0 ml chloroform (m.b.v. pipet). 
Filtreer het geheel door een 0,45 ~m filter (Acrodisc CR/chemisch 
resistent, Gelman produkt 4219)~ 
5.4 Zuivering II 
Injecteer de gefiltreerde chloroformfase m.b.v. 2 ml loop op een 
Lichroprep Si 60 kolom en vang de dimetridazolpiek uit. Begin fractie-
verzameling op een eerder door standaarden vastgestlld tijdstip. 
Vang bij eluenssnelheid 1,5 ml/min en eluens chloroform-methanl 97-3 de 
fractie op in een 25 ml buis met ingeslepen stop. Voer dit ook uit met 




·Damp de buisinhoud af tot droog onder een stikstofstroom bij ca. 30°C. 
Los het residu op in precies 1,0 ml eluens van HPLC (0,25 MKH2Po4-
Acetonitril 800-200). 
5.5 Analyseoplossing 
Breng 2 ml isooctaan in de buis, sluit af, schud 30 seconden en laat 5 
minuten scheiden. 
Filtreer de onderste waterige fase door een 0,45 ~m filter (Acrodisc). 
6. Analyse 




Cp Spher C 18 (4,6 x 250 mm) 10 ~ (Chrompack). 
Bondapak C 18/Corasil (3,9 x 20 mm) 37-50 ~(Waters). 
Injectievolume: 50 ~1. 
Eluenssnelheid: 1,5 ml/min. 
Detectie UV-317 nm • 
Eluens .. . 0,25 MKH 2Po4-Acetonitril 800-200. 
Bereken het gehalte aan dimetridazol in het vleesmonster door de 
uitgevangen standaardoplossingen te vergelijken met de monsteroplos-
singen. 
Door de analyse uit te voereï1 waarbij een diode . array detector is 
aangesloten is het mogelijk te identificeren vanaf een concentratie 
van ca. 15 ppb. 
7. Opmerkingen 
7.1 Recoveryexperimenten 
Pipetteer vanuit de oplossingen 0,25; 0,10 etc. in bekerglazen, afdam-
pen met stikstof en toevo~gen van vlees kan men additie van bekende 
hoeveelheden dimetridazol aan vlees bewerkstelligen. 
7.2 Bepaal aan de hand van voldoende standaard toegevoegd aan blanco 
vlees de jutste tijden bij het· uitvangen van de fractie op de 
Lichroprep kolom. 
Verantwoordelijk: drs M.M.L . ·Aerts ~. 
-Samensteller W.M.J. Beek ~J. B. 
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INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. A 354 
1e oplage (1984 --<>7 -18) 
Eieren - Bepaling van dimetridazol p HPLC 
1. Doel en toepassingsgebied 
De methode is geschikt voor de bepaling van dimetridazol in eieren. De 
onderste grens van aantoonbaarheid bedraagt 5 ~g/kg. De recovery be-
draagt > 85%. Het toepassingsgebied ligt tussen 10 ~g/kg en 1 mg/kg. 
Identificatie met behulp van een diode array detektor is mogelijk 
vanaf een concentratie van ongeveer 15 ppb. 
2. Principe 
Dimetridazol wordt: met dichtoormethaan uit het monster geëxtraheerd. 
Het extrakt wordt ingedampt en gezuiverd door vloeistof-vloeistofex-
traktie tussen acetonitril en hexaan. De acetonitrilfase wordt inge-
dampt tot droog, opgenomen in buffer pH 9,0 en gezuiverd met hexaan. 
De bufferfase wordt geëxtraheerd met dichloormethaan. De dichloorme-
thaanfase wordt ingedampt tot droog en opgenomen in HPLC eluens (0,25 
M KH2P04 - acetonitrilmengsel) ~n gezuiverd met iso-octaan. 
De waterige fase wordt geanalyseerd op een "reversed phase" HPLC sys-
teem met UV-detektie bij 317 nm. 
3. Reagentia 
Alle reagentia dienen van "pro analyse" kwaliteit te zijn of van hoge-
re kwaliteit indien vermeld. 
3.1 Acetonitril (b.v. Merck art. 3). 
3.2 Acetonitril, Lichrosolv kwaliteit (b.v. Merck art. 30). 
3.3 Chloroform (b.v. Merck art 2445). 
3.4 n-Hexaan (b.v. Merck art. 4367)o 








3.5 Kaliumdihydrogeenfosfaat (b.v. Merck art. 4873). 
3.6 Millipore water. 
3.7 Natriumsulfaat (b.v. Merck art. 6649). 
3.8 Tris(hydroxymethyl)aminomethaan (b.v. Merck art. 8382). 
3.9 Kaliumchloride (b.v. Merck art. 4936). 
3.10 Dichloormethaan (b.v. Merck art. 6050). 
3.11 Filtreerpapier (Whatman 41), ~ 15 cm. 
3.12 Iso-octaan (b.v. Merck art. 4727). 
3.13 Tris-buffer pH 9,00. 
Los 12,1 g Tris(hydroxymethyl)aminomethaan op in water en stel de pH 
in op 9,00 met 3 N loog of 3 N zoutzuur en vul aan tot 1 liter met wa-
ter en meng. 
3.14 HPLC-eluens. 
0,25 M KH2P04-Acetonitril 800-200. Los 34 g kaliumdihydrogeenfosfaat 
af in een 1000 ml maatkolf, los op en vul aan met millipore water en 
meng. Meng 800 ml van deze oplossing met 200 acetonitril (Lichrosolv). 
3.15 Dimetridazol (Rhone-Poulenc). 
3.15.1 Dimetridazol stamoplossing. 
Weeg precies ca. 50 mg op 0,1 mg nauwkeurig af in een 100 ml maatkolf. 
Los op in chloroform, vul aan en meng. 
3.15.2 Dimetridazoloplossingen. 
Pipetteer 20,0 ml stamoplossing in een 100 ml maatkolf, vul aan met 




Pipetteer 10,0 ml van deze oplossing B in een maatkolf van 100 ml, vul 
aan met chloroform en meng (oplossing C; conc. 1 mg/100 ml). Pipetteer 
resp~ 25 en 10 ml in afzonderlijke maatkolven van 100 m1, vul aan met 
chloroform en meng (oplossing Den E; conc. 0,25 en 0,1 mg/100 ml). 
Pipetteer resp. 50 en 10 ml van oplossing E in afzonderlijke maatkol-
ven van 100 ml, vul aan met chloroform en meng (oplossing F en G: 
conco 0,05 en 0,01 mg/100 ml). 
3.15.3 Standaardoplossingen HPLC. 
Pipetteer van alle oplossingen 2,0 ml in afzonderlijke cultuurbuizen 
van 10 ml en damp in onder stikstofstroom tot droog. 
Los het residu op in precies 1,0 ml HPLC eluens. 
4. Apparatuur 
4.1 Ultr a Turrax, met 18 N staaf~ 
4.2 Ro~atievacuü~verdamper (badtemperatuur 40°C). 
4.3 Waterbad, badtemperatuur ca. 30°C. 
4.4 Stikstofstroom. 
4.5 Hogedrukvloeistofchromatografische apparatuur met variabele UV-
detektor met een Cp Spher C18 (250 x 4,6) 10 ~kolom (Chrompack art. 
28512). 
4.6 Normaal laboratoriumglaswerk. 
5. Werkwijze 
5.1 Extraktie. 
Weeg het struif van ei (ca. 50 g) af in een bekerglas van 800 ml en 
pipetteer lrlerbij 300 ml dichloormethaan en voeg 10 ml 5% trinatrium-
fosfaat toe • . Meng het geheel 3 minuten met een Ulta-Turrax en spoel de 
staa f hierna af met 2 maal 5 ml water. 




Voeg nu ineens 200 g natriumsulfaat toe en meng gedurende 2 minuten 
met behulp van een roerstaaf. 
Laat het geheel even staan en filtreer zoveel mogelijk vloeistof in 
een erlenmeyer van 300 ml via trechter met filtreerpapier. Pipetteer 
100 ml van het extrakt in een indampkolf van 250 ml en damp af op een 
rotatieverdamper totdat alle dichloormethaan is verdwenen. 
5.2 Zuiver:J.ng lo 
Los het residu op in 50 ml acetonitril en breng dit in een 250 ml 
scheitrechter, met behulp van 100 ml hexaan. Sluit deze af en schud 30 
seconden en laat scheiden (ca. 5 minuten). 
Laat de onderste fase af in een indampkolf van 250 ml en spoel na met 
2 ml acetonitril. 
Breng 5 ml dich1oormethaan in de oorspronkelijke indampkolf, zwenk en 
breng met behulp van 25 m1 acetonitril over in de scheitrechter. Sluit 
deze af, schud 30 seconden en laat scheiden. 
Verzamel de acetonitrilfasen, spoel na met 5 ml acetonitril en damp af 
op een rotatieverdamper totdat er een droog residu wordt verkregen. Ver-
werp de hexaanfase. 
5.3 Zuivering 11. 
Neem het residu op in 50 m1 Tris-buffer, voeg toe 5 g kaliumchloride 
en spoel over met 100 ml hexaan in de 250 ml scheitrechter. Sluit deze 
af, schud 30 seconden en laat scheiden (5 minuten). 
Laat de onderste fase af in een indampkolf van 250 ml en spoel na met 
2 ml buffer. Breng 10 ml buffer in de scheitrechter en schud de hexaan-
fase nogmaals 30 seconden en laat scheiden (5 minuten). 
Verzamel de bufferfasen en verwerp de hexaanfase. 
5.4 Extrakt!~. 
Breng de bufferfase met 50 ml dichloormethaan in een scheitrechter en 
schud 30 seconden en laat scheiden (5 minuten). Laat de dichloorme-
thaanfase, via trechter met wattenprop met daarop ca. 8 g natriumsul-
faat, af in een 100 ml erlenmeyer. 
Extraheer de bufferfase nogmaals met resp. 25 en 10 m1 dichloorme-
thaan en laat telkens af via trechter met wattenprop en natriumsulfaat. 
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Spoel alles na met 2 maal 5 ml dichloormethaan. Damp het geheel in tot 
droog onder een stikstofstroom bij ca. 30°C tot droog. 
5.5 Analyse-oplossing. 
Los het residu op in precies 1,0 ml HPLC eluens (0,25 in KH2Po4-aceto-
nitril 800-200) . 
Breng 2 ml iso-octaan in de erlenmeyer, sluit ·af, schud 30 seconden en 
breng het geheel over in centrifugebuis van 25 ml. Centrifugeer het 
geheel 5 minuten en verwerp de iso- octaanfase. 
Filtreer de onderste waterige fase door een 0,45 ~m filter (Acrodisc). 
6. Analyse 
I n jekteer in het !socratisch HPLC systeem met de navolgende condities: 
Kolom Cp Spher C18 (4,6 . x 250 mm) 10~ (Chrompack). 
Voorkolom Bondapak Cl8 (3,9 c 20 mm) 37-50 ~(Waters). 
Injektievolume: 50 ~1. 
Eluens snelheid: 1,5 ml/min. 
Detektie UV-317 nm. 
Eluens 0,25 M KH2Po4-acetonitril 800-200. 
Bereken het gehalte aan dimetridazolresiduen in het eimonster door de 
dimetridazolpiek van standaard en monster te vergelijken en uit te 
drukken in ~g/kg aan dimetridazol in het monster of aantal ~g per ei. 
7. Opmerkingen 
7.1 Recovery- experimenten . 
Pipetteer vanuit de oplossingen, welke 0,25 mg/100 ml; 0,01 mg/100 ml 
etc. aan dimetridazol bevatten in bekerglazen. Afdampen met stikstof 
en toevoegen van ei kan additie van bekende hoeveelheden dimetridazol 
iu ei bewerkstelligen. 
7 . 2 Analyse. 
De analyse kan ook geschieden op een kolom van Cp Spher Cl8 (200 x 3,0 
mm) 8 ~ cartridge systeem (Chrompack) met hetzelfde eluens maar bij 
een elutiesnelheid van 0,6 ml/min. 
Verantwoordelijk: M. M.L. Aerts ~· 
Samensteller W. M.J. Beek w .~. 
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